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(57) Abstract 

The invention concerns a medicine for promoting cicatrization designed for local application. Said medicine contains thrombocytes 
or thrombocyte fragments comprising growth factors capable of being discharged and which are present in treeze-dried or frozen state and 
subjected to a process for reducing the number of viruses and/or for inactivating viruses. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Arzneimittel zur lokalen Anwendung fur die Forderung der Wundheilung, welches Thrombozyten Oder Teile 
von Thrombozyten aufweist, wobei diese Wachsrumsfaktoren enthalten und diese abgeben konnen, in lyophilisiertem oder tiefgefrorenem 
Zustand vorliegen, und einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifiziemng von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die intemationale Anmeldungen gemass dem 
PCT veroffentlichen. 



AL 


Albania? 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Armenian 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Ostcrrcich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


Leuland 


SZ 


Swaziland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vereinigtes Kdnigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosn i en -Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


TQrkei 


BG 


Bulgaricn 


HU 


TJngam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongotei 


UA 


Ukraine 


BR 


Bras i lien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten von 


CA 


Kan ad a 


IT 


It alien 


MX 


Mexiko 




A men k a 


CF 


Zemralafrikanische Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


vz 


Usbektstan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


C6te d'Tvoirc 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


zw 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






cu 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rum amen 






cz 


Tschechische Republik 


LC 


Sl Lucia 


RU 


Russische Federation 






DE 


Deutschland 


U 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







WO 99/24044 



PCT/AT98/00278 



-1- 

ARZNEIMITTEL ZUR FORDERUNG DER WUNDHEILUNG ENTHALTEND THROMBOZYTEN 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Arzneimittel zur lokalen Anwendung fur die Forderung 
der Wundheilung. 

Es ist bekannt, daB die Wundheilung in mehreren zeitlich aufeinanderfolgenden Stadien 
erfolgt. 

Im Stadium I wird das BlutplasmaeiweiQ Fibrinogen durch Thrombin gefallt, so dafi es zur 
Bildung eines Fibrinclots kommt, der sich in Anwesenheit von Blutgerinnungsfaktor Xffl 
verfestigt. Dieses erste Stadium dient der Blutstillung und Abdichtung der Wundflache und 
erfolgt in Minuten. 

Im Stadium II wandern in den Fibrinclot Zellen aus dem Wundareal, und zwar 
Entzundungszellen, Bindegewebszellen und Endothelzellen, ein. Sie bilden GefaBe und als 
extrazellulare Matrix Bindegewebe, das vorwiegend aus Kollagen besteht. Dieses als 
Granulationsgewebe bezeichnete Bindegewebe dient als Unterlage fur die Bildung von 
Epithelgewebe, an der Korperoberflache ist es die Unterlage fur die Epidermis. Stadium H 
dauert Tage bis Wochen und ist abgeschlossen, wenn das Wundareal durch Epithel, an der 
Haut durch die Epidermis, verschlossen ist. 

Die Wundheilung wird durch das Stadium in, das Wochen bis Monate dauert, abgeschlossen. 
Im Laufe dieser Phase nehmen die zellularen Elemente ab und das Bindegewebe zu, so daB 
ein festes und dauerhaftes Narbengewebe entsteht. (Bennett N.T., Schultz G.S., Am. J. Surg. 
1993, 165: 728-737; Bennett N.T., Schultz G.S., Am. J. Surg. 1993, 166: 74-81). 

Die Bildung von Granulationsgewebe im Stadium II des Wundheilungsprozesses wird durch 
Wachstumsfaktoren bewirkt, welche die Migration und die Teilung von Bindegewebszellen 
sowie die Neubildung von Gefafien fordem und auf diese Weise die Wundheilung 
vorantreiben. Von den bekannten Wachstumsfaktoren sind insbesondere der Platelet derived 
growth factor (PDGF), der Transforming growth factor B (TGF-B), der Epidermal growth 
factor (EGF) und der Insulin-like growth factor I (IGF-I) an diesen Vorgangen beteiligt. 
(Bennett N.T., Schultz G.S., Am. J. Surg. 1993, 165: 728-737; Bennett N.T., Schultz G.S., 
Am. J. Surg. 1993, 166: 74-81; Bhora F.Y. et al., J. Surg. Res. 1995, 59: 236-244; Lynch S.E. 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1987, 84: 640-646; Lynch S.E. et al., J. Clin. Invest. 1989, 
84: 7696-7700). ' 
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Auch die Neubildung der Epidermis wird durch Wachstumsfaktoren bewirkt. Sie aktivieren 
die Epidermiszellen (Keratinozyten), die durch die Verletzung aus dem Zellverband der 
intakten Basalzellschicht herausgelost wurden, so daI3 sie spezifische Membranrezeptoren 
ausbilden, welche die Anhaftung an die Granulationsgewebsunterlage, besonders an Fibrin- 
Fibronektin ermoglichen, das ein provisorisches Gerust fur die Migration der Keratinozyten 
darstellt. (Brown G.L. et al., J. Exp. Med. 1986, 163: 1319-1324; Brown G.L. et al., N. Engl. J. Med. 
1989,321:76-79). 

Wachstumsfaktoren werden im menschlichen Korper von verschiedenen Geweben bzw. 
Zellarten synthetisiert und in die umgebende Korperflussigkeit sezerniert. Im Rahmen der 
Wundheilung kornmt den Thrombozyten, welche die fur die Wundheilung wesentlichen 
Wachstumsfaktoren PDGF, TGF-p, EGF und IGF-I in signifikanten Mengen synthetisieren 
und in zytoplasmatischen Granula speichern konnen, eine wichtige regulatorische Rolle zu. 
(Lynch S.E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1987; 84: 640-646; Ginsberg M.H. et al., 
Thromb, Haemostas. 1988, 59: 1-6; Hyner O.R., Thromb. Haemostas. 1991, 66: 40-43). 

Zur Freisetzung bzw. Abgabe der gespeicherten Wachstumsfaktoren aus den Thrombozyten 
mussen diese durch physiologische Stimuli, wie z.B. Kollagen, Thrombin, Trypsin, ADP, 
Serotonin oder Adrenalin, welche an spezifische Rezeptoren an der auBeren Oberflache der 
Thrombozyten-Plasmamembran binden, aktiviert werden. Die Aktivierung fiihrt zu einer 
Formanderung mit nachfolgender Aggregation der Thrombozyten, worauf diese die 
gespeicherten Wachstumsfaktoren in die umgebende Korperflussigkeit sezernieren. Bei den 
meisten dieser physiologischen Stimuli ist die der Aktivierung folgende Aggregation der 
Thrombozyten eine Voraussetzung ftir die Freisetzung der Wachstumsfaktoren. Bei 
Stimulation mit Thrombin konnen die Wachstumsfaktoren auch ohne 

Thrombozytenaggregation freigesetzt werden. (Kaplan K.L. et al., Blood 1979, 53: 604-618; 
Holmsen H. et al., J. Bioi. Chem. 1981, 256: 9393-9396; Philipps D.K, Baughan A.K., J. 
Biol. Chem. 1983, 258: 10240-10245). 

Die zur Aggregation fuhrenden Wechselwirkungen zwischen den aktivierten Thrombozyten 
und deren Anheftung an Oberflachen werden durch extrazellulare adhasive Matrixproteine, 
wie z.B. Fibrinogen, Fibronektin und Von-Willebrand-Faktor, vermittelt, die an einen 
Glykoproteinrezeptor an der AuOenseite der Plasmamembran der aktivierten Thrombozyten 
binden. Eine starke Bindung dieser Matrixproteine an den Rezeptor erfolgt nur, wenn die 
Thrombozyten wie oben beschrieben durch einen geeigneten Stimulus aktiviert worden sind. 
Diese komplexen Ablaufe von Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten mit 
nachfolgender Freisetzung von Wachstumsfaktoren bilden eines der wesentlichen 
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Steuerungselemente im WundheilungsprozeB. (Ginsberg M.H. et al., Thromb. Haemostas. 
1988 59: 1-6; Hyner O.R, Thromb. Haemostas. 1991, 66: 40-43; Landolfi R. et al., Blood 
1991* 78: 377-381; Perschke E.I. etal., Blood 1980, 55: 841-847; Hynes O.R., Cell 1992, 69: 
11-25- Perschke E.I., J. Lab. Clin. Med. 1994, 124: 439-446; Savage B.,Ruggeri Z.M., J. Biol. 
Chem 1991 266: 11227-1 1233; Bennett J.S. et al., J. Biol. Chem. 1982, 257:8049-8054; 
Cierniewski C.S. et al., Biochim. Biophys. Acta 1982, 714: 543-548; Philipps D.R., Baughan 
A.K., J. Biol. Chem. 1983, 258: 10240-10245). 

Storungen der Wundheilung, wie sie etwa bei der Zuckerkrankheit, bei venosen oder 
arteriellen VerschluBkrankheiten vorkommen, aber auch Wundheilungsstorungen anderer 
Genese wie etwa Bestrahlung mit radioaktiven Substanzen oder nach Verbrennungen, 
betrefFen insbesondere das Stadium II des Wundheilungsprozesses. Dabei konnte festgestellt 
werden, daB in diesen Fallen die Wachstumsfaktoren in einem vermindertem AusmaB 
vorhanden sind, sodaB kein oder nur minderwertiges Granulationsgewebe gebildet wird. 
(Dvonch V.M. et al., Surgery 1992, 112: 18-23; Matsuoka J., Grotendorst G.R., Proc. Natl 
Acad. Sci. USA 1989, 86: 4416-4420). 

Urn bei Wundheilungsstorungen die Wundheilung zu verbessern, ist es bekannt, 
Wachstumsfaktoren einzeln oder in Kombination als Reinsubstanz oder in Salbengrundlagen 
gemischt auf das Wundareal aufzubringen (Knighton D.R. et al., Surg. Gynecol. Obstet. 1990, 
170- 56-60; Brown G.L. et al., J. Exp. Med. 1986, 163: 13 19-1324; Holmsen H. et al., J. Biol. 
Chem 1981, 256: 9393-9396). Die so zugefuhrten Wachstumsfaktoren werden jedoch rasch 
inaktiviert b'zw. abgebaut und entfalten ihre Wirkung nur uber eine kurze Zeitspanne 
(Minuten) nach der Applikation, wodurch mit diesen Praparationen keine zufriedenstellende 
Verbesserung der Wundheilung erzielt werden. 

Andere bekannte Therapieansatze bestehen darin, das Wundareal mit Kollagenschwammen 
bzw. anderen Praparationen zu bedecken, die eine standige Feuchtigkeit des Wundareals 
gewahrleisten sollen oder Praparationen zu verwenden, welche die oberflachliche 
Bindegewebsschicht des Wundareals fermentativ abbauen, sodaB neues Bindegewebe vom 
Wundgrund aus nachwachsen kann (Nielsen P.G. et al., Acta Dermato-Venerologica 1990, 
Suppl 152: 1-12; Lippert P., Wolff H., Zent.bl. Chir. 1990, 115: 1175-1180). Alle diese 
bisher angewendeten Wundverbande bzw. Praparationen oder Arzneimittel fiihren jedoch zu 
keinem zufriedenstellenden Erfolg bei der Verbesserung der Wundheilung. 

Die vorliegende Erfmdung stellt sich daher die Aufgabe, ein Arzneimittel zur Verfugung zu 
stellen, welches die naturlichen Wundheilungsvorgange wirksam beschleunigt und die 
Wundheilung bei Vorliegen von Wundheilungsstorungen, insbesondere auch bei schweren 
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Formen, im Vergleich zu den bisher bekannten Mitteln und Maflnahmen deutlich verbessern 
kann. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelost, daB ein Arzneimittel zur lokalen 
Anwendung fur die Forderung der Wundheilung bereitgestellt wird, welches Thrombozyten 
oder Teile von Thrombozyten aufweist, wobei diese Wachstumsfaktoren enthalten und diese 
abgeben konnen und in lyophilisiertem oder tiefgefrorenem Zustand vorliegen und einem 
Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind. 

Unter "Teile von Thrombozyten" sind alle unloslichen Thrombozytenbestandteile zu 
verstehen, die entweder durch Filtration, einschlieBlichNanofiltration,.oder durch 
Zentrifugation, einschlieBlich Ultrazentrifugation, von den loslichen 
Thrombozytenbestandteilen abtrennbar sind. 

Im folgenden bezeichnet - wenn nicht anders angegeben - der Begriff "Thrombozyten" auch 
"Teile von Thrombozyten". 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daD die lokale Anwendung von Thrombozyten, 
welche Wachstumsfaktoren enthalten und diese abgeben konnen, die Wundheilungsvorgange 
wirksam beschleunigen kann. Die auf das Wundareal aufgebrachten Thrombozyten stellen ein 
naturliches Reservoir fur die zur Forderung der Wundheilungsprozesse benotigten 
Wachstumsfaktoren dar. Es hat sich gezeigt, daB die Aktivierung der lokal applizierten 
Thrombozyten durch im Wundareal vorhandene physiologische Stimuli mit nachfolgender 
Aggregation und Bindung der im Wundareal vorhandenen Matrixproteine dazu fiihrt, daB die 
in den Thrombozyten gespeicherten Wachstumsfaktoren kontinuierlich uber einen langeren 
Zeitraum (mehrere Tage) in das Wundareal abgegeben werden. Dadurch stehen offenbar 
hohere Konzentrationen an Wachstumsfaktoren uber einen wesentlich langeren Zeitraum als 
bei d'irekter Gabe der Wachstumfaktoren im Wundareal zur Verfugung, wodurch das 
Einwandern von Entzundungszellen, Bindegewebszellen und Endothelzellen gefordert und 
die Vermehrung dieser Zellen im Stadium II des Wundheilungsprozesses gesteigert wird. Auf 
diese Weise kommt es zu einer raschen und ausreichenden Bildung von Granulationsgewebe, 
was wiederum die Ausbildung von Epithelgewebe und den endgiiltigen WundverschluB 
ermoglicht. Der Epithelisierungsvorgang wird auBerdem durch die freigesetzten 
Wachstumsfaktoren, welche die Einwanderung und Vermehrung von Epithelzellen fbrdern, 
zusatzlich beschleunigt. 

Urn die Haltbarkeit des Arzneimittels uber einen langeren Zeitraum zu gewahrleisten, liegen 
die Thrombozyten im erfindungsgemaflen Arzneimittel vorzugsweise in lyophilisiertem oder 
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tiefgefrorenem Zustand vor. Zur Minimierung des Risikos von Virusinfektionen werden die 
Thrombozyten vorteilhaft einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder 
Virusinaktivierung unterzogen, wobei ein physikalisches oder chemisches Verfahren oder ein 
Kombinationsverfahren angewendet werden kann. 

Zur Bereitstellung einer hoheren Konzentration an Wachstumsfaktoren, insbesondere in der 
Behandlung von Wundheilungsstorungen, ist es bevorzugt, dafi der Gehalt an Thrombozyten 
oder an Teilen von Thrombozyten des erfmdungsgemafien Arzneimittels derart ist, dafi er 
nach Rekonstitution des Lyophilisates bzw. nach Auftauen mindestens 10 4 , vorzugsweise 
mindestens 10 5 , Thrombozyten pro ^1 entspricht. 

Um eine besonders ausgepragte Initialwirkung des erfmdungsgemafien Arzneimittels 
unmittelbar nach Applikation zu erzielen, kann es, insbesondere bei schweren 
Wundheilungsstorungen, sinnvoll sein, dafi das Arzneimittel weitere Wachstumsfaktoren 
aufweist, welche nicht aus den im Arzneimittel enthaltenen Thrombozyten stammen. Die 
weiteren Wachstumsfaktoren konnen vom selben Typ sein v/ie die von den Thrombozyten des 
erfmdungsgemafien Arzneimittels gespeicherten und abgegebenen Wachstumsfaktoren oder 
einem unterschiedlichen Typ angehoren. Die Wachstumsfaktoren konnen mit den 
Thrombozyten im gleichen Behaltnis vorliegen oder als Losung oder Lyophilisat in einem 
separaten Behaltnis enthalten sein. 

Es hat sich gezeigt, dafi es insbesondere bei ausgepragten Fallen von Wundheilungsstorungen 
vorteilhaft ist, wenn das Arzneimittel Biomaterialien aufweist. Unter Biomaterialien im Sinne 
der Erfindung sind alle Materialien zu verstehen, welche gewebevertraglich und resorbierbar 
sind und im Zusammenwirken mit den im Arzneimittel enthaltenen Thrombozyten oder 
Wachstumsfaktoren oder unabhangig davon die Forderung der Wundheilung unterstiitzen. So 
konnen beispielsweise Substanzen, welche als Stimuli Thrombozyten aktivieren, und/oder 
Materialien, welche die Aggregation von Thrombozyten vermitteln, als Biomaterialien im 
erfindungsgemaBen Arzneimittel enthalten sein. Auf diese Weise wird die Wirkung der 
naturlichen, im Wundareal vorhandenen aktivierenden und aggregationsvermittelnden 
Substanzen verstarkt, wodurch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren erhoht und die 
Wundheilung noch starker gefordert werden. 

Zur Minimierung des Risikos von Virusinfektionen werden die Biomaterialien vorzugsweise 
einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen, wobei ein 
physikalisches oder chemisches Verfahren oder ein Kombinationsverfahren angewendet 
werden kann. Die Biomaterialien konnen einem solchen Verfahren einzeln oder im Gemisch 
mit anderen Bestandteilen des Arzneimittels (z.B. Thrombozyten) unterworfen werden. 
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Um die Haltbarkeit des Arzneimittels uber einen langeren Zeitraum zu gewahrleisten, liegen 
die Biomaterialien im erfindungsgemaBen Arzneimittel vorteilhaft in lyophilisiertem oder 
tiefgefrorenem Zustand vor. Dabei konnen die Biomaterialien mit den Thrombozyten 
und/oder Wachstumsfaktoren in gemeinsamen Behaltnissen vorliegen oder in getrennten 
Behaltnissen enthalten sein und das Tieffrieren bzw Lyophilisieren der Biomaterialien an 
diesen einzeln oder im Gemisch mit anderen Bestandteilen des Arzneimittels vorgenommen 
werden. 

Es ist bekannt, daB die Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten und damit die 
Freisetzung von in den Thrombozyten gespeicherten Wachstumsfaktoren durch die 
Anlagerung von Matrixproteinen ermoglicht wird. AuBerdem konnen solche Proteine 
vernetzte Strukturen ausbilden, an denen die Thrombozyten anhaften und sich mit dem 
Wundareal fest verbinden, wobei diese Strukturen die Diffusion der Wachstumsfaktoren zum 
Wundareal und das Einwandern der Zellen aus dem Wundareal fordern. DemgemaB ist eine 
bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Arzneimittels dadurch gekennzeichnet, 
daB als Biomaterialien GewebeklebstofF und/oder Kollagen vorgesehen sind. Unter 
Gewebeklebstoff im Sinne der Erfindung werden Biomaterialien verstanden, die ganz oder 
teilweise aus vernetzbaren Proteinen bestehen, welche zur Gewebeklebung geeignet sind. 

Fibrinogen ist eine besonders wirksame Substanz zur Auslosung der Aggregation aktivierter 
Thrombozyten, wahrend Thrombin eine der wirksamsten Substanzen fur die Aktivierung von 
Thrombozyten darstellt. Es ist daher vorteilhaft fur die Steigerung der Freisetzung von 
Wachstumsfaktoren und die Verbesserung der Wundheilung, daB der GewebeklebstofF aus 
fibrinogenhaltigen Proteinen und Thrombin zusammengesetzt ist. 

Es hat sich gezeigt, daB humane Zellen, wie Keratinozyten, Epithelzellen, embryonale und 
fetale Zellen, sowie Zellbestandteile, wie Liposomen, die durch Thrombozyten geforderte 
Wundheilung und Zellvermehrung noch zusatzlich beschleunigen konnen. Es ist daher 
bevorzugt, daB das Arzneimittel zusatzlich Epithelzellen und/oder Keratinozyten und/oder 
embryonale und/oder fetale Zellen und/oder Liposomen aufweist. Die Zellen bzw. Liposomen 
konnen als flussige oder tiefgefrorene Suspension oder als Lyophilisat in getrennten 
Behaltnissen oder eine oder mehrere der genannten Zellarten oder Liposomen entweder ohne 
oder mit einem der anderen Bestandteile des Arzneimittels in gemeinsamen Behaltnissen 
vorliegen, 

Zur Minimierung des Risikos von Virusinfektionen konnen die Zellen bzw. Liposomen einem 
Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen sein, wobei ein 
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physikalisches oder chemisches Verfahren oder ein Kombinationsverfahren angewendet 
werden kann. Die Zellen bzw. Liposomen konnen einem solchen Verfahren einzeln odei 
Gemisch mit anderen Bestandteilen des Arzneimittels unterworfen werden. 



Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von Thrombozyten oder Teilen von 
Thrombozyten, welche Wachstumsfaktoren enthalten, zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
lokalen Anwendung fur die Forderung der Wundheilung. 

Bevorzugte AusfUhrungsformen der Erfindung werden im folgenden anhand von Beispielen 
naher erlautert. 

Beispiel 1 : Herstellung eines erfindungsgemaBen Arzneimittels 

Humanes Thrombozytenkonzentrat oder Konzentrat aus Thrombozytenbestandteilen wird 
durch 3% Natriumcitrat antikoaguliert und zentrifugiert (1000 g/ 20 min), um Plasma und 
andere Zellbestandteile zu entfernen. Der thrombozytenreiche Uberstand bzw. der Oberstand 
an Thrombozytenbestandteilen wird in RPMI-Medium suspendiert und dreimal in RPMI- 
Medium (1000 g/ 20 min) gewaschen. Die gewaschenen Thrombozyten bzw. die 
gewaschenen Thrombozytenbestandteile werden in einem RPMI-Medium suspendiert und auf 
eine Konzentration von mindestens 6xl0 5 Thrombozyten bzw Thrombozytenbestandteilen pro 
ul eingestellt. Die Thrombozytensuspension wird sodann einem Virusinaktivierungsverfahren 
gemaB Beispiel 3 unterzogen und anschlieBend entsprechend den unten beschriebenen 
Verfahren tiefgefroren oder lyophilisiert, wodurch ein erfmdungsgemaBes Arzneimittel 
erhalten wird. 

Tieffrierung : Je 1 ml der Thrombozytensuspension wird bei -80°C innerhalb von 30-40 
Minuten schock-tiefgefroren und tiefgefroren gelagert. Vor Verwendung wird das 
Thrombozytenkonzentrat bei Zimmertemperatur aufgetaut. 

T.vo philisierung : Je 1 ml der Thrombozytensuspension wird bei -80° fur mindestens 24 
Stunden tiefgefroren und anschlieBend bei -20°C bis -40°C uber 20 bis 24 Stunden unter 
Vakuum gefriergetrocknet. Die gefriergetrockneten Thrombozyten werden zwischen -20°C 
und -80°C gelagert und vor Verwendung mit 1 ml RPMI-Medium rehydriert. 
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Beispiel 2 : Herstellung eines erfindungsgemaBen Arzneimittels, das Biomaterialien aufweist 

Der gemaB Beispiel 1 hergestellten virusinaktivierten Thrombozytensuspension wird eine 
Losung von vernetzbarem humanen Eiweifl (entweder Fibrinogen, Fibronektin, 
Blutgerinnungsfaktor XIII oder Kollagen), das einem oder mehreren Verfahren zur 
Virusinaktivierung gemaB Beispiel 4 unterzogen worden sein kann, zugesetzt und zwar jeder 
Eiweiflkorper einzeln oder miteinander in Kombination, wobei die Konzentration der 
vernetzbaren Eiweiflkorper in der zugesetzten Losung vorzugsweise 70-90 mg/ml betragen 
soli. Das Mischungsverhaltnis von Thrombozytensuspension zur Losung von vernetzbarem 
humanen Eiweifl soil vorzugsweise 1 :3 betragen. Die so erhaltene Mischung wird zur 
Erzielung einer zweckmafiigen Haltbarkeit gemaB den in Beispiel 1 dargestellten Verfahren 
tiefgefroren oder lyophilisiert. 

Anstelle der Durchfuhrung der Virusinaktivierung an den Einzelkomponenten (Thrombozyten 
bzw. Biomaterialien) ist es auch moglich, die Virusinaktivierung an dem Gemisch von 
Thrombozytensuspension und Proteinlosung gemaB dem Verfahren von Beispiel 3 
vorzunehmen. 

Beispiel 3 : Virusinaktivierung der Thrombozytensuspension (Photodynamische 
Virusinaktivierung) 

Zu 50 ml der gemaB Beispiel 1 hergestellten Thrombozytensuspension wird 8- 
Methoxypsoralen (gelost in Dimethylsulfoxid [DMSO]) bis zu einer Endkonzentration von 
300 fig/ml (Endkonzentration von DMSO 0,3 %) zugesetzt und bei 22-27°C unter einer 
Atmosphare von 5% C0 2 und 95% N 2 und einem Druck von 2 psi 6 Stunden lang mit 
ultraviolettem Licht von unten und oben bestrahlt, sodaB die gesamte Lichtintensitat 3,5 bis 
4,8 mW/cm 2 betragt (Lin L. et aL, Blood 1989, 74: 517-525). 

Nach durchgefuhrter Photoinaktivierung werden die so erhaltenen 
Thrombozytensuspensionen auf ihre funktionelle Kapazitat untersucht. Die funktionelle 
Kapazitat wird durch Messung des [ 3 H]-Thymidineinbaus in einer Fibroblastenzellkultur 
bestimmt. 
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Beisoiel 4 : Virusinaktivierung der Biomaterialien (Chemische Virusinaktivierung) 

Biomaterialien, die der gemaB Beispiel 1 hergestellten Thrombozytensuspension zugesetzt 
werden, werden durch die Solvent-Detergent-Methode virusinaktiviert. Dazu wird einer 
Suspension der Biomaterialien bei 30°C 1% (Gew./Gew.) Tri(n-butyl)phosphat und 1% 
(Gew./Gew.) Triton X-100 zugesetzt und das Gemisch 4 Stunden unter Schiitteln belassen. 
Danach wird unter Zusatz von 5 % (Vol/Vol.) Sojabohnenol die Solvent-Detergent-Mischung 
aus der Suspension der Biomaterialien an einer C18-Saule (Waters Millipore) durch 
Chromatographic entfernt (Horowitz B. et al., Blood 1992,79: 826-831; Piet M.P.J. et al., 
Transfusion 1990, 30: 591-598; Piquet Y. et al., Vox sang. 1992, 63: 251-256). 

Die mit der oben beschriebenen chemischen Virusinaktivierungsmethode behandelten 
Biomaterialien konnen nachfolgend zusatzlich noch einer photodynamischen 
Virusinaktivierung unterzogen werden. 

Beispiel 5 : Nachweis der Forderung der Bindegewebsvermehrung durch das 
erfindungsgemaBe Arzneimittel 

Der Test wurde an einer Fibroblastenzellkultur durchgefuhrt. Auf einer Zellkulturplatte wurde 
das gemaB Beispiel 2 hergestellte erfindungsgemaBe Arzneimittel in einer Menge von 200 ul 
pro cm 2 aufgetragen und durch 50 ul einer Thrombinlosung (3,2 IU Thrombin pro ml 
physiologischer Kochsalzlosung) aktiviert. Auf die aufgetragene Suspension wurden humane 
Fibroblasten, die aus der 4. bis 10. Passage einer primaren Kultur stammten, in einer Dichte 
von 4 x 10 4 Zellen pro cm 2 gesetzt und in einem Zellkulturmedium (RPMI) kultiviert (Kultur 
1). Am dritten, funften und siebenten Tag der Kultivierung wurde die Zell-Mitoserate durch 
Messung der DNA-Synthese uber den Einbau von [ 3 H]-Thymidin gemessen. Die Zell- 
Mitoserate von Kultur 1 wurde mit der Zell-Mitoserate einer anderen Fibroblastenkultur 
(Kultur 2) verglichen, die in einem RPMI-Nahrmedium, dem 10 Vol% Kalbserum beigesetzt 
worden waren, ohne Zusatz des erfindungsgemaBen Arzneimittels erfolgte. 

Ereebnisse : Kultur 1 zeigte am Tag 3 der Kultivierung einen 7-fach hoheren [ 3 H]- 
Thymidineinbau (196645 ± 56864 cpm/ml) als Kultur 2. An den Tagen 5 (152749 ± 93951 
cpm/ml) und 7 (77045 ± 27974 cpm/ml) war der [ 3 H]-Thymidineinbau bei Kultur 1 immer 
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noch 5- bis 10-fach hoher als bei Kultur 2. Diese Unterschiede zwischen Kultur 1 und Kultur 
2 sind statistisch hochsignifikant (p<0,01) und demonstrieren die Fahigkeit des 
erfindungsgemaBen Arzneimittels, die Bindegewebsvermehrung zu fbrdern und diese 
Aktivitat uber einen langeren Zeitraum (zumindest 7 Tage) aufrecht zu erhalten. 

Beispiel 6 : Nachweis, daB die Bindung von Matrixproteinen an den Thrombozyten- 
oberflachen dazu fiihrt, daB die in den Thrombozyten gespeicherten 
Wachstumsfaktoren kontinuierlich abgegeben werden. 

Der Test wurde an einer Fibroblastenkultur (gemafl Beispiel 5) durchgefuhrt. In Kultur 1 war 
- wie in Beispiel 5 - das erfindungsgemafie Arzneimittel zugesetzt. In Kultur 2 wurden die 
Thrombozyten mit spezifischen Antikorpern gegen die oberflachlichen Bindungsstellen fur 
Matrixproteine behandelt, so daB die Matrixproteine nicht an die Thrombozytenoberflachen 
binden konnten. Am dritten Tag der Kultivierung wurde die Zell-Mitoserate durch Messung 
der DNA-Synthese uber den Einbau von [ 3 H]-Thymidin gemessen. 

Ereebnisse : Wahrend Kultur 1 eine Thymidineinbaurate ahnlich wie in Beispiel 5 aufwies, 
konnte in Kultur 2 kein Thymidineinbau gemessen werden. Dieser Unterschied beweist, daB 
fur die Freisetzung der in den Thrombozyten gespeicherten Wachstumsfaktoren die Bindung 
von Matrixproteinen an der Thrombozytenoberflache notwendig ist. 

Beispiel 7 : Nachweis der Forderung der Wundheilung durch das erfindungsgemafie 
Arzneimittel 

Die klinische Wirksamkeit des erfindungsgemaBen Arzneimittels wurde an 6 Patienten mit 
chronischen, nicht heilenden cutanen Ulcera der unteren Extremitaten, die bereits langer als 
ein halbes Jahr mit chirurgischer oder konservativ-lokaler Therapie erfolglos behandelt 
worden waren, gepriift. Die Ulcera wurden nach einem von Knighton D.R. et al., Ann. Surg. 
1986, 204: 322-330, angegebenen Wundscore klassifiziert. Der Wundscore beinhaltet 
allgemeine Parameter, anatomische Bedingungen und MeBgroBen des Ulcus. Je hoher die 
Punktezahl, desto schlechter die Voraussetzungen fur die Heilung; es konnen 97 Punkte als 
Maximum (=schlechteste Ausgangssituation) erreicht werden. 
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Behandlungsplan : 

Die Ulcera wurden gereihigt, nekrotisches Gewebe entfernt und mit Thrombinlosung (3,2 IU 
bovines Thrombin/ml RPMI-Medium) benetzt. AnschlieBend wurde der Defekt mit dem 
gemaB Beispiel 2 hergestellten, aufgetauten erfindungsgemaBen Arzneimittel aufgefullt und 
darauf zur Aktivierung der Thrombozyten die oben genannte Thrombinlosung in einem 
Volumsverhaltnis Arzneimittelsuspension zu Thrombinlosung von 3 :1 aufgetragen. Die so 
versorgten Ulcera wurden mit einem nicht haftenden Wundverband (Metallfolie) bedeckt. Bis 
zur Abheilung wurden die Ulcera in oben angegebener Art zweimal pro Woche behandelt. 
Der Heilungsfortschritt wurde fotografisch und histologisch (Feinnadelbiopsien in der 2. und 
5. Behandlungswoche) dokumentiert. 

Ergebnisse : 

Die Patientendaten, ursachliche GefaB- und Stoffwechselerkrankungen sowie die Auswertung 
der Wundscores am Behandlungsbeginn sind in Tabelle 1 zusammengefaBt. 

Tabelle 1 



GefaBerkrankung Stoffwechsel- 



Patient 


Geschlecht 


Alter 


arteriell 


venos 


erkrankung 


Wundscore 


1 


mannlich 


67 




+ 


Diabetes 


51 


2 


mannlich 


72 


+ 






65 


3 


mannlich 


69 


+ 




Diabetes 


33 


4 


mannlich 


63 


+ 




Diabetes 


49 


5 


mannlich 


78 


+ 




Diabetes 


63 


6 


weiblich 


74 








65763 b 



') zwei Ulcera an einem Bein: a ) proximales, b ) distales Ulcus 



Der zeitliche Ablauf der Wundheilung (angegeben in Wochen nach Behandlungsbeginn) ist in 
Tabelle 2 dargestellt. 
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Tabelle 2 



Patient 


Beginn der 
Granulationsgewebsbildung 


Beginn der 
Epithelisierung 


AbschluB der 
Epithelisierung 


1 


1. Woche 


3. Woche 


8. Woche 


2 


1. Woche 


3. Woche 


9. Woche 


3 


3. Woche 


8. Woche 


12. Woche 


4 


1. Woche 


4. Woche 


10. Woche 


5 * 


1. Woche 


kein 


kein 


6 


Woche 


"6/3. Woche 


•12/9. Woche 



■*) zwei Ulcera an einem Bein: a ) proximales, b ) distales Ulcus 



Mit Ausnahme von Patient 3 bildete sich bei alien Patienten vom Ulcusboden her bereits in 
der ersten Behandlungswoche ein gut durchblutetes Granulationsgewebe aus, das nach 
weiteren Behandlungen mit dem erfindungsgemaBen Arzneimittel bis etwa zwei Wochen 
nach Therapiebeginn zunahm und das Ulcus ausfullte. Auffallend war, dafl sich bei alien 
Patienten bereits nach den ersten Behandlungen die Umgebung des Ulcus beruhigte, das 
Erythem und das Odem der umliegenden Haut verschwanden und auch der Ulcusrand nicht 
mehr odematos und miBfarben war. Histologisch zeigte sich bei alien Biopsien in der zweiten 
Behandlungswoche zellreiches, vorwiegend aus Fibroblasten und Fibrozyten bestehendes 
Granulationsgewebe mit reichlicher GefaBneubildung und kollagener Faserbildung und mit 
nur oberflachlich geringer Infiltration von Entziindungszellen und Gewebsnekrosen. Eine 
Epithelisierung der Hautdefekte ging nach der dritten Behandlungswoche von den 
Wundrandern aus und konnte dann auch histologisch bei den zweiten Biopsien in der funften 
Behandlungswoche nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf der Behandlung nahm das 
Ausmafl der Ulcera einerseits durch die Epithelisierung, aber auch durch eine narbige 
Schrumpfung ab. Sie heilten mit Ausnahme bei Patient 5 spatestens in der 12. 
Behandlungswoche narbig ab. 

Die oben angefuhrten Ergebnisse zeigen, daB die lokale Anwendung des erfindungsgemaBen 
Arzneimittels bei Patienten, die mit konservativer Therapie mindestens ein halbes Jahr lang 
erfolglos behandelt worden waren und daher extrem schlechte Voraussetzungen fur eine 
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Wundheilung aufweisen, die Wundheilung fbrdern und auf diese Weise chronisch 
nichtheilende, cutane Ulcera zur Ausheilung bringen kann. 
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Patentanspriiche: 

1 . Arzneimittel zur lokalen Anwendung fur die Forderung der Wundheilung, welches 
Thrombozyten oder Teile von Thrombozyten aufweist, wobei diese 

- Wachstumsfaktoren enthalten und diese abgeben konnen, 

- in lyophilisiertem oder tiefgefrorenem Zustand vorliegen, und 

- einem Verfahren zur Virusabreichemng und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind. 

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Gehalt an 
Thrombozyten oder an Teilen von Thrombozyten derart ist, daB er nach Rekonstitution 
des Lyophilisates bzw. nach Auftauen mindestens 10 4 , vorzugsweise mindestens 10 3 , 
Thrombozyten pro ml entspricht. 

3. Arzneimittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB es weitere 
Wachstumsfaktoren aufweist. 

4. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es 
Biomaterialien aufweist. 

5. Arzneimittel nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Biomaterialien einem 
Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind. 

6. Arzneimittel nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Biomaterialien 
in lyophilisiertem oder tiefgefrorenem Zustand vorliegen. 

7. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Biomaterialien Gewebeklebstoff und/oder Kollagen vorgesehen sind. 

8. Arzneimittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Gewebeklebstoff aus 
fibrinogenhaltigen Proteinen und Thrombin zusammengesetzt ist. 

9. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 4 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB es 
zusatzlich Epithelzellen und/oder Keratinozyten und/oder embryonale und/oder fetale 
Zellen und/oder Liposomen aufweist. 
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10. Verwendung von Thrombozyten oder Teilen von Thrombozyten, welche 

Wachstumsfaktoren enthalten und diese abgeben konnen, zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur lokalen Anwendung fur die Forderung der Wundheilung. 
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